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第一章 序論 
 
1. 軟骨魚類の進化 
およそ 4億 5000 年前に顎口上綱は軟骨魚類の共通祖先と、哺乳類を含む硬骨脊
椎動物の共通祖先へと分岐した 1。軟骨魚類は現在では約 1200種が知られており、
一般的なサメ・エイ類を含む板鰓類と、ギンザメ類からなる全頭類に二分される。
軟骨魚類のほとんどは板鰓類で、全頭類は 50種程度である。およそ 4億 2000年 
前に分岐したこの 2グループは、共に軟骨を持つという点を除き、全く違った形態
的特徴を持つ 2。全頭類は鰓裂が 1組で鰓蓋に覆われており、上顎が頭蓋骨と完全
に癒合する全接型である。また、歯が 1列で生え変わりが起きず、頭部にも交接器
を持つなど、現在知られている板鰓類とは異なる形態的特徴を示す 3。 
軟骨魚類および硬骨脊椎動物の共通祖先は脊椎動物全ての共通祖先において一
度、有顎脊椎動物の共通祖先において一度、合計二度の全ゲノム重複を経験してい
る 4。ゲノム重複によって余剰遺伝子が生じることにより、新たな機能を持つ新規
の遺伝子が生まれると考えられている 5。このため、脊椎動物における二度の全ゲ
ノム重複は、現生の脊椎動物が進化の過程で獲得してきた多様性に寄与する最も重
要なイベントであるといえる。硬骨魚類はさらに三度目の全ゲノム重複を経験して
いるが 6、軟骨魚類では三度目の全ゲノム重複の痕跡が確認されていない。ゲノム
重複が起こると種間で保存される領域が減少することが知られており 7、系統独自
の全ゲノム重複を経験した硬骨魚類と比較して、軟骨魚類の方がより哺乳類に対し
てシンテニーや遺伝情報の保存度が高い 8。以上のことから、軟骨魚類は脊椎動物
の進化におけるゲノムの変遷の過程を解き明かす上で重要な存在として注目され
てきた。軟骨魚類の中でも板鰓類はゲノムサイズが非常に大きいことが知られてい
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るが、全頭類は比較的ゲノムサイズが小さく、2014年には軟骨魚類としては初め
てとなるゾウギンザメ（Callorhinchus milii）の全ゲノムが公開され、ゲノムサイ
ズは約 9億塩基対であった 2。一方、2018年には板鰓類であるジンベエザメ
（Rhincodon typus）、トラザメ（Scyliorhinus torazame）およびイヌザメ
（Chiloscyllium punctatum）の全ゲノムが公開されたが、報告されたゲノムサイ
ズはジンベエザメでは約 38億塩基対、イヌザメでは約 47億塩基対、トラザメで
は約 67億塩基対であり、約 30億塩基対であるヒトのゲノムと比較しても長大な
ゲノムサイズであった 9。また、他の脊椎動物のゲノムとの比較により、板鰓類の
長大なゲノムが全ゲノム重複によるものではなく、遺伝子間領域の拡張によるもの
であることが示された 9。 
 約 5億年前に起きた無顎類と有顎脊椎動物の分岐は脊椎動物の進化の過程で最
も重要な出来事の一つであり、形態的な変化だけでなく、免疫グロブリン
（Immunoglobulin: Ig）、T細胞受容体（T cell receptor; TCR）および主要組織適
合遺伝子複合体（Major histocompatibility complex; MHC）を含む獲得免疫系も
この過程で登場した 10。軟骨魚類は有顎脊椎動物の原初的なゲノムを保持している
可能性が高く、獲得免疫系を含む免疫応答の起源を辿る上で重要な役割を果たすと
考えられる。 
 
2. 免疫グロブリン 
免疫グロブリンは、2本の相同な重鎖（H鎖）と 2本の相同な軽鎖（L鎖）がジ
スルフィド結合と非共有結合によって Y字型の 4量体を形成しているタンパク質
である。C末端領域にアミノ酸配列の変異が少ない定常（Constant: C）領域が存
在し、N末端領域にアミノ酸配列の変異に富んだ可変（Variable: V）領域が存在
する。さらに V領域の相補性決定領域（complementarity determining region: 
CDR）が抗原の抗原決定基（エピトープ）と結合する 11。CDRは各鎖に 3箇所ず
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つ存在しており、CDR中のアミノ酸配列の多様性により抗体の抗原特異性が決定
する 12,13。 
H鎖は一つの VHドメインといくつかの CHドメインからなり、L鎖は 1つの VL
ドメインと 1つの CLドメインからなる 13。各ドメインはそれぞれ 110個ほどのア
ミノ酸からなるポリペプチドで、H鎖の各ドメインは N末端側から VH、CHと並
んでおり CHは 1から順に番号を付けられる。L鎖では同様に VL、CLと呼ばれる
11。タンパク質分解酵素であるパパインを作用させると H鎖と L鎖が対になった
部分およびH鎖のみが対になった部分の 2つに分解され、これをそれぞれ Fabお
よび Fcと呼ぶ 14。この時、実際に特異的な分子に結合する能力を有するのは Fab
のみである。 
免疫グロブリンは H鎖の定常領域の構造の違いによっていくつかのクラスタイ
プに分類され、それぞれ違った役割を持つ。生物種によってもそれぞれクラスタイ
プが異なり、ヒトでは IgM,、IgD、IgE、IgAおよび IgGが報告されている 10。ま
た、IgGは IgG1、IgG2、IgG3および IgG4の 4つのサブクラスに、IgAは IgA1
および IgA2の 2つのサブクラスに分類される。 
免疫グロブリンの体内における働きは主に 3つに分類される。まず、免疫グロブ
リンは、体内で細菌やウイルスに結合することで物理的に動きを制限し、増殖能を
抑制する 14。これを中和作用と呼ぶ。次に、抗原に結合した免疫グロブリンの Fc
部分が貪食細胞表面に提示されているレセプターに認識されることで、貪食作用が
活性化され、抗原と結合した抗体が貪食細胞によって抗体ごと処理される 14。この
現象をオプソニン化と呼ぶ。3つ目は、抗原と結合した抗体の Fc部分が補体と結
合することで、補体カスケードが活性化され、食細胞の補給と活性化を促して抗原
を取り込ませたり、直接破壊したりするのを助ける 14。 
免疫グロブリンの可変領域をコードする遺伝子はゲノム上でいくつかのセグメ
ントに分かれている。軽鎖遺伝子上では、可変（Variable: V）セグメント、連結
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（Joining: J）セグメントおよび定常（Constant: C）セグメントの 3つのセグメ
ントが存在する。重鎖遺伝子上では軽鎖遺伝子と同じ Vセグメントおよび Jセグ
メントの間に Cセグメントと多様（Diverse: D）セグメントが存在する。免疫グロ
ブリンのゲノム上には各セグメントの塩基配列が異なるコピーが複数存在してお
り、遺伝子再編成によって V D Jそれぞれのセグメントがランダムに 1つずつ選
択される。これにより異なる V D Jセグメントの組み合わせを持つ遺伝子が作られ
るため、免疫グロブリンの多様性が生じる。組換えシグナル配列（recombination 
signal sequence: RSS）と呼ばれる配列は、V D J各セグメントに隣接し、遺伝子
再編成の制御および位置を指定する機能を持つ 15。RSSは 7塩基（CACACGT）
と 9塩基（ACAAAAACC）のコンセンサス配列と、それを隔てる 12塩基あるい
は 23塩基のスペーサーから構成される配列である。遺伝子再編成は 12塩基のス
ペーサーを持つ 12-RSSと 23-RSSの間でのみ生じ、同じ長さのスペーサーを持つ
RSS同士では再編成が起こらない 12 / 23スペーサールールと呼ばれる特徴を持つ
16。遺伝子再構成活性化遺伝子（Recombination activating gene: RAG）は、遺伝
子再構成に必要な分子をコードしている遺伝子で、RAG1および RAG2の 2種類
が存在する。V D Jセグメントが再編成を行う際、RAG1および RAG2は RSSを
認識して遺伝子を切断し 17、断端をエンドヌクレアーゼで取り除く。その後、末端
ヌクレオチド付加酵素（Terminal deoxynucleotidyl transferase: TdT）が塩基を
付加することで DNAが再結合される 18。この結合部に付加された塩基配列を N配
列と呼び、N配列の修飾によってさらに多様性が生まれる。 
 
3. 免疫グロブリンの多様性 
 免疫グロブリンの多様性は遺伝子再編成による V D Jセグメントの組み合わせ
だけに依存するものではなく、複数の要因によって決定づけられる。1つ目の要因
として、重鎖と軽鎖の組み合わせが挙げられる。続いて、2つ目の要因として体細
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胞超突然変異（Somatic hypermutation: SH）が挙げられる。抗原刺激によって活
性化した B細胞が増殖する際、既に遺伝子再編成が済んだ V領域において高頻度
の点突然変異が生じる。この突然変異は V領域の中でも特に CDRにおいて高頻度
で発生するため、抗原特異性に多様性が生じる 19。また、鳥類やウサギの免疫グロ
ブリンでは、遺伝子再編成後、V領域遺伝子上流に存在する偽 V遺伝子群との置
換が起こり、より一層の多様性を獲得する 20。 
 
4. 軟骨魚類の免疫グロブリン 
軟骨魚類の免疫グロブリンの遺伝子構造は独特で、複数のセグメントが 1つのク
ラスターの中に存在し、クラスター内で再編成を行う 21。さらに、このクラスター
が複数存在することで多様性が生み出される。軟骨魚類の免疫グロブリンは IgM、
IgW、IgNARの三種類のアイソタイプが報告されており、さらにそれぞれについ
て膜貫通型と分泌型の両方が確認されている 21。 
IgMは硬骨魚と共通するクラスで、軟骨魚類の成魚では単量体（7S）と 5量体
（19S）がほぼ等量存在している 22。軟骨魚類の血清中では IgMが血清タンパク
質のほぼ半分を占めており、血清アルブミンが少ないことから、IgMが浸透圧調
節および血中物質運搬分子としての役割を持つことが示唆されている 23。H鎖は 1
つの VHドメインと四つの CHドメインで成り立っており、ゲノム上では 1つの V
セグメント、2つの Dセグメント、1つの Jセグメント・Cセグメントで 1つのク
ラスターを構成している。 
IgWは H鎖が 3つの Igドメインからなるものと 7つの Igドメインからなるも
のの 2つのタイプが確認されており、これらの違いは選択的スプライシングによる
ものであると考えられている 24。また、IgWは血清中の濃度が低く、分解されや
すい性質を持つことから、タンパク質として検出するのが困難である 25。IgWは
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軟骨魚類だけでなく、ハイギョ（Protopterus aethiopicus）においてもホモログが
報告されている 26。 
IgNARは Nurse shark（Ginglymostoma cirratum）の血清中から発見された
クラスで、L鎖を付随せず、H鎖のみで構成された重鎖ホモ二量体である 27。各 H
鎖は 1つの VHドメインと 5つの CHドメインから構成され、ゲノム上では 1つの
Vセグメント、3つの Dセグメント、1つの Jセグメント・Cセグメントで 1つの
クラスターを構成している。さらに、V領域のCDRのうちCDR2が欠失したCDR1
および CDR3のみの構造を取る。さらに、IgNARの V領域は CDR3に偶数個の
システイン、およびフレームワーク領域（FR）の 2および 4にそれぞれ 1つずつ
システインが存在するタイプ 1と、CDR1と CDR3にそれぞれ 1つのシステイン
が存在するタイプ 2の 2つに大別され、これら 2つのタイプでは CDR3の立体構
造が異なり、結合領域の形態も大きく異なる 28。また、CDRの中でも主に CDR3
によって抗原特異性が決定される 29。 
 
5. 液性獲得免疫 
 体内に抗原タンパク質が侵入すると、抗原提示細胞によるプロセシングが行われ、
細胞表面に存在するMHCクラスⅡによってヘルパーT細胞への抗原提示が行われ
る。ヘルパーT細胞（Th細胞）は産生するサイトカインの違いによって Th1細胞
および Th2細胞の二つの型に分類される。Th1細胞は炎症性 T細胞とも呼ばれ
IFNγや TNFαを産生し、主にマクロファージの活性化を誘導する。一方、Th2細
胞は IL-4、IL-5および IL-6を産生し、主に B細胞の分化成熟を誘導する 30。細胞
表面にペプチド-MHC分子複合体に特異的なT細胞受容体（T cell receptor: TCR）
を持つ Th2細胞は抗原提示細胞を認識し、TCRとMHC分子および各種接着分子
を介して結合する。結合した Th2細胞と B細胞は CD40と CD40L、B7と CD28
を介して共刺激を与えてサイトカインの産生を誘導し、T細胞と B細胞それぞれ
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のクローンを誘導し分化する。この時 Th2細胞が産生したサイトカインは、B細
胞が形質細胞や記憶細胞へ分化するための重要なシグナルを誘導し、B細胞による
特異抗体の産生が開始される 31。 
 T細胞上に存在する抗原認識に重要な分子とシグナル伝達に重要な分子の複合
体は TCR複合体と呼ばれる。TCRには α鎖、β鎖、γ鎖および δ鎖の 4種類が存
在し、α/β、γ/δでホモダイマーを構成することで抗原レセプターを形成している 30。
軟骨魚類ではカリフォルニアネコザメ（Heterodontus francisci）において初めて
哺乳類の TCRβとのホモログが確認された 32。その後、コモリザメ、little skate
（Leucoraja erinacea）、カリフォルニアネコザメおよびハナカケトラザメ
（Scyliorhinus canicula）から 4種全てのホモログが発見され、全頭類であるゾウ
ギンザメにおいても 4種全てのホモログが確認された 3,33,34。無顎類では TCRに
類する遺伝子が報告されていないことから、TCRは軟骨魚類を含む有顎動物以降
に獲得されたと考えられている 31。軟骨魚類において、Igで見られるクラスター
構造とは違い、TCRの Vドメインは他の脊椎動物同様に VDJ再編成によって多
様性を獲得している 36。 
一方で、メジロザメ（Carcharhinus plumbeus）の TCRγ鎖は、脊椎動物では
見られない体細胞超突然変異により多様性を獲得する 37。また、軟骨魚類は TCRδ
の Cドメインに 2つの Vドメインが付随した NAR-TCRと呼ばれる TCR鎖を持
つ 38。NAR-TCRが持つ 2つの Vドメインのうち、N末端側に存在する Vドメイ
ンは IgNARの Vドメインと相同性を示すもので、独立して VDJ再編成を行う。
以上のことから、NAR-TCRは IgNARと TCRδの遺伝子座間で組換えが起きたこ
とよって生じたと考えられている。有袋類では同様に TCRδの Cドメインに 2つ
の免疫グロブリン重鎖Vドメインが付随したTCRμと呼ばれるTCR鎖が報告され
ている 39。免疫グロブリンの Vドメインを持ち、3つのドメインからなる点は共通
しているものの、NAR-TCRと TCRμはオーソログではない。このことから有袋
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類と軟骨魚類の間で収斂進化が起きたことが示唆されており、TCR遺伝子の進化
に関する包括的な研究が進められている。 
CD3は、ITAM（Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs）と呼ば
れるチロシンのリン酸化に特徴的なモチーフを含む細胞質尾部を持つ、TCR複合
体の構成分子の 1つである。TCRはきわめて短い細胞質尾部しか持たないため、
CD3を通じて全てのシグナル伝達イベントを仲介する。哺乳類の CD3 では γ 鎖、
δ鎖、ε鎖および ζ鎖の 4種類が存在し、δ/εおよび γ/εのヘテロダイマーか、ζ/ζ
のホモダイマーを形成する 30。軟骨魚類を含む多くの有顎類において CD3の存在
が報告されているが、哺乳類を除く有顎類は γ鎖、δ鎖を持たず、ε鎖、ζ鎖およ
び γδ鎖の 3種類を持つことが知られている。γδ鎖は γ鎖の細胞内領域と相同性を
持つドメインと、δ鎖の細胞外領域と相同性を持つドメインからなる CD3鎖で、ε
鎖とヘテロダイマーを形成する 40。このため、哺乳類以外の有顎類では 2つの ε/γδ
ヘテロダイマーと 1つの ζ/ζホモダイマーによって TCR複合体を形成する 41。CD4
はMHCクラスⅡ分子の非多型領域に結合し、Th2細胞がMHCクラスⅡ分子に提
示されたペプチドのみを認識するように限定する役割を持つ。 
全頭類であるゾウギンザメは、CD4遺伝子および転写因子である RORC遺伝子
と FOXP3遺伝子、複数のサイトカイン遺伝子とサイトカイン受容遺伝子などの
CD4関連遺伝子群の一部を欠いている 3。これらの遺伝子群の欠落および軟骨魚類
の血清中に占める抗体の割合が他の生物種と比較して非常に高いことから、軟骨魚
類は他の脊椎動物とは異なる液性獲得免疫のメカニズムを持っている可能性があ
る。 
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6. 本研究の目的 
軟骨魚類は有顎脊椎動物に始まる液性獲得免疫系を含む免疫応答の起源を知る
上で重要な役割を果たすと考えられている。本研究は、日本近海に生息するドチザ
メ（Triakis skyllium）を対象に、IgMの様々な抗原に対する性状を解析し、免疫
が IgM抗体価に与える影響および非免疫魚の血清 IgMの抗原多様性について調べ
た。また、同じ軟骨魚類であるゾウギンザメ（Callorhinchus milii）では液性獲得
免疫の成立に重要な CD4遺伝子および本遺伝子と関連する遺伝子群が欠落してい
ることから 3、軟骨魚類では液性獲得免疫関連遺伝子が成立しにくいことが示唆さ
れている。そこで、次世代シークエンサーを用いてドチザメが持つ液性獲得免疫関
連遺伝子群を硬骨魚類で報告されている液性獲得免疫関連遺伝子と比較した。 
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第二章 材料と方法 
 
第一節 ドチザメ IgM認識抗体の作製 
 
1-1. 血清の採取 
体長約 60 cmのドチザメの尾部から血液を 10 mL採取し、室温で 1時間凝固さ
せた。凝固を確認後、5,000 rpm、4℃、15分間遠心分離を行った。分離した血清
をピペットで回収し、一部をリン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered salts: 
PBS）で 10倍希釈した。10倍希釈した血清に等量の 2 x SDS-PAGE サンプルバ
ッファー（-Me および +Me）を加えて 95℃で 5分加熱した。 
 
1-2. 塩析 
10倍希釈した血清に、終濃度 40 %になるように飽和硫安を攪拌しながら徐々に
加えた。8,000 rpm、4℃、30分間遠心分離し、沈殿を回収した。得られた沈殿に
もとの血清と等量の蒸留水を加えて良く溶かした。得られた溶液 100 µLに等量の
2 x SDS-PAGEサンプルバッファー（-Me および +Me）を加えて 95℃で 5分加
熱した。 
 
1-3. SDS-PAGE 
分離ゲルとして 8 %のポリアクリルアミドゲル（滅菌蒸留水、30%アクリルアミ
ド溶液、1.5M Tris [pH 8.8]、10% SDS、10% ammonium persulfate、TEMED）
を 10×12 cmガラス泳動板の上端 1.5 cmまで加え、滅菌蒸留水を重層し 40分かけ
て固化した。固化した 10%アクリルアミドゲルの上に濃縮ゲルとして 5 %ポリアク
リルアミドゲル（30%アクリルアミド溶液、1.0 M Tris [pH 6.8]、10 % SDS、10 % 
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ammonium persulfate、TEMED）をガラス泳動板の上端まで重層し、14ウェル
コームを挿し、15分かけ固化した。作製したゲルを泳動用の Running buffer（25 
mM Tris、192 mM Glysine および 0.1%SDS）を満たした電気泳動槽（AE-6500,  
ATTO, Japan）に入れ、1-1項および 1-2項で作製したサンプル溶液を 10 µLずつ
ウェルに加えた。マーカーとして、Dual color standards（BIO-RAD）を 3 µLウ
ェルに加え、25 mAで 20分、35 mAで 40分電気泳動を行った。 
 
1-4. CGP染色 
1-3 項で泳動したゲルを CGP で染色した。ゲルを CGP 染色液（2% 
Polyvinylpyrrolidone（PVP）、20%クエン酸および 0.05% CBB-250G）に 6時間
漬けて染色した。染色後、CGP 染色液からゲルを取り出して水道水を満たしたプ
ラスチックケースに移し替え、20 分間室温で振盪した。振盪後、水道水を変えて
再度 20分間室温で振盪し、脱色した。 
 
1-5. ゲル切り出し 
1-4項で染色したゲルから、-Me区で得られた主だったバンドを切り出した。切
り出したゲルに 2 x SDS-PAGEサンプルバッファー（+Me）を加え、95℃で加熱
した。 
 
1-6. SDS-PAGE 
 1-5項で調製したサンプルを用いて SDS-PAGEを行った。手順は 1-3項と同様に
行った。分離ゲルには 10 %ポリアクリルアミドゲルを用い、濃縮ゲルには 5 %ポ
リアクリルアミドゲルを用いた。 
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1-7. CGP染色 
 1-6項で泳動したゲルをCGPによって染色した。手順は 1-4項と同様に行った。 
 
1-8. SDS-PAGE 
 10倍希釈ドチザメ血清に 2 x SDS-PAGE サンプルバッファー（-Me）を加えて
95℃で 5分加熱し、SDS-PAGEを行った。手順は 1-3項と同様に行った。 
 
1-9. ゲル切り出し 
1-7項で重鎖と軽鎖と考えられる 2本のバンドが得られたタンパク質をゲルから
切り出した。切り出したゲルを抗原として、抗ドチザメ IgM ウサギポリクローナ
ル抗体を作製した（Eurofins Genomics K. K.）。この時、切り出したバンドのサイ
ズに従い、作製した抗体をそれぞれ 1000 IgM認識抗体、250 IgM認識抗体と呼称
した。 
 
1-10. SDS-PAGEおよびウェスタンブロッティング 
ウェスタンブロット法により、1000 IgM認識抗体および 250 IgM認識抗体がド
チザメ血清中 IgMを認識するか確認した。まず、1-3項と同様に、電気泳動を行っ
た。サンプルとして、PBSで 100倍希釈したドチザメ血清に 2 x SDS-PAGE サン
プルバッファ （ー+Me）を等量加えたサンプルを 10 µLずつアプライし泳動した。
セミドライブロッティング装置WSE-4040ホライズブロット 4M-R（ATTO） に
Transfer buffer（0.1 M Tris、192 mM Glysineおよび 20% Methanol）に浸した
6×9 cmの 0.34 mm厚のろ紙を 3枚置いた。その上に、メタノールで浸した後
Transfer bufferに浸した 6×9 cmの PVDF膜（ATTO） を置き、泳動したゲルを
乗せた。さらにその上に Transfer bufferに浸したろ紙を 3枚乗せ、108 mA、6 W、
1時間の条件でゲル中のタンパク質の PVDF膜への転写反応を行った。転写後、
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PVDF膜を TBS-T（Tris-HCL [pH 7.5]、150 mM NaCl および 0.05% Tween 20）
で 1回洗浄し、5% skim milk / TBS-Tを加え、室温で 1時間ブロッキングした。
ブロッキング後、PVDF膜をTBS-Tで3回洗浄した。洗浄後、5% skim milk / TBS-T
で 25000倍に希釈した 1000 IgM認識抗体および 250 IgM認識抗体を一次抗体と
し、室温で 1時間振盪しながら PVDF膜と反応させた。反応後、PVDF膜を TBS-T
で 3回洗浄した。洗浄後、5% skim milk / TBS-Tで 10,000倍に希釈した Goat 
Anti-Rabbit IgG (Fc) AP-Conjugate（Promega）を二次抗体とし、室温で 30分間
振盪しながら PVDF膜と反応させた後、PVDF膜を TBS-Tで 3回洗浄した。洗浄
後、1錠の SIGMAFAST BCIP / NBT（SIGMA）を 10 mLの滅菌蒸留水で溶解さ
せたアルカリホスファターゼ検出用の沈殿性基質溶液で PVDF膜を浸し、バンド
が検出された後に水道水で洗浄し、反応を停止させた。 
 
第二節 免疫実験 
 
2-1. ELISA 
ELISAにより Hen egg lysozyme（HEL）および Keyhole limpet hemocyanin
（KLH）を抗原として非免疫ドチザメ血清 IgM の結合能について確認した。400 
µg/mL の濃度に調製した KLH および HEL を ImmulonTM Immunoassay Plate
（Thermo Fisher Scientific、USA）に 50 µL/well加え、シールを貼って 4℃で一
晩静置した。その後、上清を除去してブロッキング溶液（1% skim milkを含むPBS）
を 200 µL加え、室温で 1時間静置した。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液
（0.05% Tween20 を含む PBS）を 200 µL/well 加えて 3回洗浄した。洗浄後、PBS
で 10 倍ずつ段階希釈した非免疫ドチザメ血清を各ウェルに 100 µL ずつ加え、室
温で 1 時間静置した。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液（0.05% Tween20
を含むPBS）を 200 µL/well加えて 3回洗浄した。洗浄後、ウォッシュ溶液で 10,000
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倍に希釈した 1000 IgM認識抗体および 250 IgM認識抗体を 100 µL/well 加え、室
温で 1時間静置した。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液を 200 µL/well 加え
て3回洗浄した。洗浄後、ウォッシュ溶液で5,000倍希釈したGoat Anti-Rabbit IgG 
(Fc) AP-Conjugate（Promega）を各ウェルに 100 µL加え、30分間室温で静置し
た。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液を 100 µL/well 加えて 5回洗浄した。
洗浄後、1 M diethanolamine buffer（Phosphatase substrate tablet、9.7% 
diethanolamide、0.104% 1 M MgCL2を含む滅菌蒸留水 [pH 9.8]）を 100 µL/well
加え、室温で 15分反応させた。反応後、ただちに 3 M NaOHを 50 µL/well 加え
て反応を止めた。Multiskan FC吸光マイクロプレートリーダー（Thermo Fisher 
Scientific、USA）を用いて 405 nmの波長における吸光度を測定した。 
 
2-4. HELによる免疫 
 2匹のドチザメに対し、濃度 1.0 mg/mLの HEL-フロイントコンプリートアジュ
バント（Freund's Complete Adjuvant: FCA）混合物を腹腔に 1.5mL投与した。
投与後、ドチザメを東京海洋大学館山ステーションにおいて、海水かけ流しの 1
トン水槽内で飼育した。最初の投与から 31日後に再度同量の HEL-FCA混合物を
腹腔に投与した。また、投与前、31日目および 63日目に尾部より 10 mLの血液
を採取した。採取した血液は室温で 1時間凝固させた。凝固を確認後、5,000 rpm、
4℃、15 分間遠心分離を行った。分離した血清をピペットで回収し、-80℃で保存
した。 
 
2-3. ELISA 
ELISA により、免疫による HEL 認識 IgM の抗体価の変化を確認した。400 
µg/mL の濃度に調製した HEL を ImmulonTM Immunoassay Plate（Thermo 
Fisher Scientific、USA）に 50 µL/well加え、シールを貼って 4℃で一晩静置した。
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その後、上清を除去してブロッキング溶液（1% skim milkを含む PBS）を 200 µL
加え、室温で 1 時間静置した。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液（0.05% 
Tween20を含む PBS）を 200 µL/well 加えて 3回洗浄した。PBSで 100倍希釈し
た免疫ドチザメ血清を各ウェルに 100 µL ずつ加え、室温で 1時間静置した。静置
後、上清を除去し、ウォッシュ溶液（0.05% Tween20 を含む PBS）を 200 µL/well
加えて 3回洗浄した。ウォッシュ溶液で 10,000倍に希釈した 1000 IgM認識抗体
および 250 IgM認識抗体を 100 µL/well 加え、室温で 1時間静置した。静置後、
上清を除去し、ウォッシュ溶液を 200 µL/well 加えて 3回洗浄した。洗浄後、ウォ
ッシュ溶液で 5,000 倍希釈した Goat Anti-Rabbit IgG (Fc) AP-Conjugate
（Promega）を各ウェルに 100 µL 加え、30 分間室温で静置した。静置後、上清
を除去し、ウォッシュ溶液を 100 µL/well 加えて 5 回洗浄した。洗浄後、1 M 
diethanolamine buffer（Phosphatase substrate tablet、9.7% diethanolamide、
0.104% 1 M MgCL2を含む滅菌蒸留水 [pH 9.8]）を 100 µL/well 加え、室温で 15
分反応させた。反応後、ただちに 3 M NaOHを 50 µL/well 加えて反応を止めた。
Multiskan FC吸光マイクロプレートリーダ （ーThermo Fisher Scientific、USA）
を用いて 405 nmの波長における吸光度を測定した。 
 
2-2. KLHによる免疫 
 3匹のドチザメに対し、1.0 mg / mLの濃度に調製した KLHを 1.5 mLずつ腹腔
に投与した。投与後、ドチザメを東京海洋大学館山ステーションにおいて、海水か
け流しの 1 トン水槽内で飼育した。最初の投与日から 20 日後に再度同量の KLH
を腹腔に投与した。また、投与前、20日目および 54日目に尾部より 10 mLの血
液を採取した。採取した血液は室温で 1時間凝固させた。凝固を確認後、5,000 rpm、
4℃、15 分間遠心分離を行った。分離した血清をピペットで回収し、-80℃で保存
した。 
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2-5. ELISA 
ELISAにより、免疫による KLH認識 IgMの抗体価の変化を確認した。手順は
2-3項と同様に行った。 
 
第三節 ドチザメ IgMの抗原多様性測定 
 
3-1. 細菌培養 
-80℃で保存したグリセロールストックから、Vibrio anguillarum、Aeromonus 
hydrophila、Edwardsiella tarda マダイ株、Lactococcus garviae および
Pseudomonas plecoglossicidaをハートインフュージョン平板培地（HI平板培地）
に白金耳を用いて塗抹し、25℃で 24時間インキュベートした。 インキュベート
後、滅菌つまようじを用いて単一のコロニーから菌を採取し、3 mL のハートイン
フュージョン液体培地（HI液体培地）に植菌して 25℃で 24時間振盪培養した。 
 
3-2. 菌数計算 
ミスラ法により、3-1項で調製した菌液の菌数計算を行った。8連チューブ 5本
に PBSをそれぞれ 90 µLずつ分注し、菌液をそれぞれ 10 µLずつ加えた。さらに、
チップを変えて 10 µLを隣のチューブに加える作業を繰り返し、10倍ずつの段階
希釈液を調製した。HI寒天培地をマーカーで 4分割し、マイクロピペットを用い
て、10-5倍、10-6倍、10-7倍および 10-8倍に希釈した菌液をそれぞれ 10 µLずつ滴
下した。滴下後、25℃で 18時間インキュベートして得られたコロニー数を算出し、
菌液の濃度を求めた。各菌液の濃度を測定した後、全ての菌液の濃度が 106 cfu/mL
になるように PBSで希釈した。 
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3-3. 非免疫ドチザメからの採血と脾臓サンプリング 
三浦半島で漁獲されたドチザメ 4個体の尾部から 30 mLずつ血液を採取した。
採取した血液は室温で 1時間凝固させた。凝固を確認後、5,000 rpm、4℃、15分
間遠心分離を行った。分離した血清をピペットで回収し、-80℃で保存した。血液
の採取後、2個体を解剖し、脾臓を採取した。採取した脾臓は 1 mLの RNA later
中に入れて-80℃で保存した。 
 
3-4. ELISA 
3-2項で調製した菌液を抗原とし、非免疫ドチザメ血清中の抗体の抗原多様性を
ELISAによって確認した。まず、一次抗体として用いるドチザメ 4個体の血清を
段階希釈した。1.5 µLチューブ 16本に PBSを 540 µLずつ分注し、マイクロピペ
ットを用いて 3-3項で保存したドチザメ血清を 60 µLずつ加えた。さらに、チップ
を変えて 60 µLを隣のチューブに加える作業を繰り返し、10倍、102倍、103倍お
よび 104倍希釈血清を調製した。3-2項で調製した菌液を 100 µL（105 cfu/well）
ずつ ImmulonTM Immunoassay Plate（Thermo Fisher Scientific、USA）に加え、
シールを貼って 4℃で一晩静置した。その後、上清を除去してブロッキング溶液（1% 
skim milkを含む PBS）を 200 µL加え、室温で 1時間静置した。静置後、上清を
除去し、ウォッシュ溶液（0.05% Tween20を含む PBS）を 200 µL/well 加えて 3
回洗浄した。洗浄後、一次抗体として調製した段階希釈血清を 100 µL/well 加え、
室温で 1時間静置した。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液を 200 µL/well
加えて 3回洗浄した。洗浄後、ウォッシュ溶液で 10,000倍に希釈した抗ドチザメ
IgM抗体を 100 µL/well 加え、室温で 1時間静置した。静置後、上清を除去し、ウ
ォッシュ溶液を 200 µL/well加えて 3回洗浄した。洗浄後、ウォッシュ溶液で 5,000
倍希釈した anti-rabbit IgG 抗体を各ウェルに 100 µL加え、30分間室温で静置し
た。静置後、上清を除去し、ウォッシュ溶液を 100 µL/well 加えて 5 回洗浄した。
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洗浄後、1 M diethanolamine buffer（Phosphatase Substrate Tablet、9.7% 
diethanolamide、0.104% 1 M MgCl2を含む滅菌蒸留水 [pH 9.8]）を 100 µL/well
加え、室温で 15分反応させた。反応後、ただちに 3 M NaOHを 50 µL/well 加え
て反応を止めた。Multiskan FC吸光マイクロプレートリーダー（Thermo Fisher 
Scientific、USA）を用いて 405 nmの波長における吸光度を測定した。  
 
第四節 液性獲得免疫関連遺伝子解析 
 
4-1. cDNAライブラリーの作成 
3-3項で冷凍保存した脾臓を解凍し、1mm角に切断して 500 µL の RNA iso plus
（Takara Bio, Japan）中に加えた。ホモジナイザーを用いて組織を破砕し、100 µL
のクロロホルムを加え混合した。混合後、13,500 rpm、4℃、15分間遠心分離し、
上清を全て回収した。上清に等量のイソプロパノールを加えて 15,000 rpm、4℃、
15分間遠心分離し、得られたペレットを 100 µLの RNase-free water（QIAGEN、
Germany）に溶解した。作成した RNA溶液は RNeasy Mini Kit（QIAGEN、
Germany）を用いて精製した。精製した RNA 2 µgを用いて、TruSeq stranded 
mRNA sample preparation kit（Illumina、USA）を用いて cDNAライブラリー
を作成した。 
 
4-2. 次世代シークエンサーによる解析 
 Miseq reagent kit version 2 300 cycles（Illumina、USA）および Illumina Miseq  
（Illumina、USA）を用いて、4-1 項で作成した cDNA ライブラリーの塩基配列
を決定した。得られた配列は Trinity v2.1.1を用いてトリミングおよびアセンブル
を行った。アセンブル後、tblastn プログラムを用いて軟骨魚類および硬骨魚類で
報告されている免疫関連遺伝子をクエリとした相同性検索を行った（表 1）。検索
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によって得られたトップヒットは、blastxプログラムを用い、NCBIデータベース
上に存在するアミノ酸配列との相同性検索に供した。 
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表 1. クエリとして用いた配列 
 
Product name Spieces: accession number 
MHC class IIα Callorhinchus milii: AAF66122.1 
MHC class IIβ Ginglymostoma cirratum: AFM86767.1 
TCRα Ginglymostoma cirratum: AUG84354.1 
TCRβ Ginglymostoma cirratum: ADW95909.1 
CD3γδ Callorhinchus milii: AFP09938.1 
CD3ε Callorhinchus milii: AFP07854.1 
CD3ζ Callorhinchus milii: AFO95308.1 
CD4 Oryzias latipes: XP_023805127.1 
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第三章 結果 
 
第一節 ドチザメ IgM認識抗体の作製 
 
1. 抗原の調製 
非免疫ドチザメ血清を用いた SDS-PAGE（-Me）によって得られた 5つの主要
なバンドを切り出した（図 1）。切り出したバンドは分子量が大きいものから 1か
ら 5とした。切り出したゲルを SDS-PAGE（+Me）に供したところ、バンド 1お
よび 5において重鎖と軽鎖と考えられる 2本のバンドが得られた（図 2）。以上の
ことから、バンド 1およびバンド 5を抗原として抗体の作製を行った。 
 
2. ドチザメ IgM認識抗体の作製 
ウェスタンブロッティングにより、作製した 1000 IgM認識抗体および 250 IgM
認識抗体が IgM重鎖を認識していることが示唆された（図 3）。また、認識するタ
ンパク質のサイズは抗原に用いたタンパク質の SDS-PAGEの結果と一致したため、
作製した 1000 IgM認識抗体および 250 IgM作製抗体を抗体価測定に用いること
とした。 
 
第二節 免疫実験 
 
1. 非免疫ドチザメ血清 IgMと KLHおよび HELとの結合 
HELを抗原とした ELISAにおいて、1000 IgM区および 250 IgM区のいずれも
血清の希釈段階と抗体価の相関性が見られた（図 4）。以上の結果から、非免疫ド
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チザメ血清 IgMが HELに結合していることが確認された。また、KLHを抗原と
した ELISAにおいても血清の希釈段階と抗体価の相関性が見られ、非免疫ドチザ
メ血清 IgMが KLHに結合していることが確認された（図 5）。 
 
2. KLHによる免疫 
ELISAの結果 1000IgMおよび 250IgMはいずれも KLHに結合した。250IgM
区および1000IgM区いずれにおいてもshark 1は若干の抗体価の上昇を示したが、
shark 2では免疫による抗体価の上昇は見られなかった。また、shark 1および
shark 2の間で抗体価の数値に個体差が見られた（図 6）。 
 
3. HELによる免疫 
ELISAの結果、ドチザメ血清 IgMはいずれも HELに結合したが、どの個体に
おいても免疫による抗体価の有意な上昇は見られなかった。KLHを抗原とした実
験と比較して、全ての区において非常に低い抗体価を示した。また、KLHを抗原
とした実験と同様、抗体価の数値に大きな個体差が見られた（図 7）。 
 
第三節 ドチザメ IgMの抗原多様性測定 
 
ELISAの結果、非免疫ドチザメ血清中 1000 IgMおよび 250 IgMが各種細菌に
結合することが確認された。全ての区において 250 IgMは 1000 IgMと比較して
より高い抗体価を示した。また、KLHおよび HEL を抗原とした ELISA と同様、
抗体価には大きな個体差が見られた（図 8, 9, 10, 11, 12）。 
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第四節 液性獲得免疫関連遺伝子解析 
 
液性獲得免疫関連遺伝子群として TCR遺伝子（TCRα、β）、CD3遺伝子（CD3γδ、
ε、ζ）、CD4遺伝子およびMHC class II 遺伝子（MHC class II α、β）について検
索した（図 13）。tblastnを用いたクエリ配列との相同性検索では TCR遺伝子、
CD3遺伝子、MHC class II遺伝子および CD4遺伝子のホモログ候補遺伝子が見
出された。しかし、blastxを用いて得られたトップヒットを再度相同性検索に供し
たところ、CD4ホモログ候補遺伝子は他の配列との相同性を示さず、ゾウギンザ
メ同様ドチザメにおいても CD4遺伝子の存在を確認することができなかった。他
の遺伝子では全ての遺伝子について他の軟骨魚類の遺伝子がトップヒットとして
得られた。また、いずれも 50%以上の相同性を示した（表 2）。  
- 24 - 
 
表 2. 各液性獲得免疫関連遺伝子のトップヒット 
 
Product name Spieces: accession number E-value Identity (%) 
MHC class IIα Ginglymostoma cirratum: AAA49311.1 9e-120 68 
MHC class IIβ Chiloscyllium plagiosum: AEO97322.1 2e-105 69 
TCRα Ginglymostoma cirratum: ADW95876.1 2e-18 65 
TCRβ Ginglymostoma cirratum: ADW95888.1 6e-31 50 
CD3γδ Scyliorhinus canicula: ARM37747.1 2e-55 58 
CD3ε Scyliorhinus canicula: ARM37748.1 7e-62 57 
CD3ζ Rhincodon typus: XP_020374242.1 2e-91 75 
CD4 Not detected (N.D.) N.D. N.D. 
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図 1. SDS-PAGE (-Me)によって得られた 5本のメジャーバンド; (M): Marker,  
(A): 5 µL shark serum, (B): 10 µL shark serum, (C): 20 µL shark serum 
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図2. ゲル切り出しによって切り出した5本のメジャーバンドのSDS-PAGE (+Me) 
; (1) バンド 1, (2) バンド 2, (3) バンド 3, (4) バンド 4, (5) バンド 5 
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A                                B 
 
 
 
図 3. 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)認識抗体を用いたウェスタンブロッキング 
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図 4. 非免疫ドチザメ血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の HELに対する
ELISA解析 
0.0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 
10^1 10^2 10^3 10^4 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 (
4
0
5
 n
m
) 
Serum dilution 
shark1-1000IgM 
shark2-1000IgM 
0.0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 
10^1 10^2 10^3 10^4 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 (
4
0
5
 n
m
) 
Serum dilution 
shark1-250IgM 
shark2-250IgM 
- 29 - 
 
A 
 
B 
 
 
図 5. 非免疫ドチザメ血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の KLH に対する
ELISA解析 
0.0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 
0.6 
0.7 
0.8 
0.9 
10^1 10^2 10^3 10^4 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 (
4
0
5
 n
m
) 
Serum dilution 
shark1-1000IgM 
shark2-1000IgM 
shark3-1000IgM 
0.0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 
0.6 
0.7 
0.8 
0.9 
10^1 10^2 10^3 10^4 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 (
4
0
5
 n
m
) 
Serum dilution 
shark1-250IgM 
shark2-250IgM 
shark3-250IgM 
- 30 - 
 
A 
 
      B 
 
 
図 6. KLH免疫ドチザメ血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の KLHに対する
ELISA解析 
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図 7. HEL免疫ドチザメ血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の HELに対する
ELISA解析 
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図 8. 非免疫血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の V. anguillarm に対する
ELISA解析 
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 
1.2 
1.4 
1.6 
10^1 10^2 10^3 10^4 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 (
4
0
5
 n
m
) 
Serum dilution 
Shark 1 
Shark 2 
Shark 3 
Shark 4 
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 
1.2 
1.4 
1.6 
10^1 10^2 10^3 10^4 
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 (
4
0
5
 n
m
) 
Serum dilution 
Shark 1 
Shark 2 
Shark 3 
Shark 4 
- 33 - 
 
     A 
 
 
     B 
 
 
図 9. 非免疫血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の A. hydrophila に対する
ELISA解析 
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図 10. 非免疫血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の E. tardaに対する ELISA
解析 
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図 11. 非免疫血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の L. garviae に対する
ELISA解析 
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図 12. 非免疫血清中 1000 IgM (A)および 250 IgM (B)の P. plecoglossicida に対す
る ELISA解析 
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図 13. 本研究で検索した液性獲得免疫関連遺伝子  
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第四章 考察 
 
第一節 ドチザメ IgM認識抗体の作製 
 
本実験ではおよそ 1000 kDaの IgM様タンパク質とおよそ 250 kDaの IgM様タ
ンパク質を抗原として IgM認識抗体を作製した。軟骨魚類の成魚では単量体（7S）
と 5量体（19S）がほぼ等量存在しており、7S IgMはおよそ 180～210 kDa、19S
はおよそ 1000 kDa ほどである 22。以上のことから、本研究における 1000 IgMお
よび 250 IgMはそれぞれ五量体と単量体の IgMであることが示唆された。軟骨魚
類に特有なクラスタイプで、重鎖のみで構成される Igである IgNARは 7S IgMと
ほぼ同じ 180～210 kDa であることが報告されている 21。また、IgM が血清タン
パク質の半分以上を占める 20 mg/mL 以上の割合で血清中に存在しているのに対
し、血清中の IgNARの量は 0.1～1.0 mg/mL と非常に少ない 42,43。以上のことか
ら、本研究で作製した 250 IgM認識抗体は IgMだけでなく、一部 IgNARも認識
している可能性が考えられる。そのため、今後は 250 IgM 認識抗体が抗原として
IgMおよび IgNARも認識しているかを検討する必要がある。 
 
第二節 免疫実験 
 
 全ての試験区においてドチザメ血清 IgMは KLHおよび HELと結合したが、免
疫による抗体価の上昇は見られなかった。硬骨魚であるニジマスを対象とした
KLHによる免疫では、経時的に抗体価が上昇し、およそ 6週から 7週後に抗体価
のピークを迎えることが報告されている 44。一方、軟骨魚類では Nurse shark を
対象として HELによる 3年間におよぶ免疫実験が行われているが、IgMの抗体価
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は非常にゆっくりと上昇し、免疫開始からおよそ 150 日後にピークを迎えている
42。また、IgNAR の抗体価はさらにゆっくりと上昇し、およそ 720 日後に抗体価
のピークを迎えた 42。以上の報告と本実験の結果から、軟骨魚類は硬骨魚と比較し
て免疫応答が起こりにくいことが示唆された。軟骨魚類では 7S IgM および 19S 
IgM が血清中に等量存在しているが、それぞれ異なる B 細胞から産生される 42。
また、Nurse shark では、成長の過程および免疫によって刺激を与えた際に 19S 
IgMが 7S IgMよりも先に産生される 45。本研究では、250 IgMが 1000 IgMより
も全体的に高い抗体価を示したものの、1000 IgMおよび 250 IgMの抗体価の上昇
は見られなかった。今後、ドチザメの成長段階ごとの IgM量を測定し、1000 IgM
および 250 IgMの産生がどの様な形で行われているか調べる必要がある。 
 
第三節 ドチザメ IgMの抗原多様性測定 
 
 ELISA の結果、5 種類の細菌を用いた全ての試験区において、非免疫ドチザメ
血清中 1000 IgMおよび 250 IgMは抗原に結合した。また、全ての試験区におい
て 250 IgMは 1000IgMと比較して高い抗体価を示した。250 IgMおよび 1000 IgM
のいずれも抗体価に大きな個体差が見られた。KLH、HELおよび 5種類の細菌に
対して非免疫ドチザメ血清中 IgM が結合を示したことから、ドチザメではあらか
じめ血清中に多様な抗原に結合する抗体を持っている可能性が示唆された。本研究
では全ての個体において 250 IgMが 1000 IgMよりも高い抗体価を示したが、血
清中の 1000 IgMおよび 250 IgMの総量を測定していないため、抗体自体の結合
能について検討することができなかった。Nurse sharkでは成長の過程の中で 19S 
IgMが 7S IgMよりも先に産生され始める 45。また、軟骨魚類において、成熟した
個体では 19S IgMおよび 7S IgMが血清中に等量存在している 22。以上の報告を
踏まえ、今後ドチザメ血清中の 250 IgMおよび 1000 IgM量を測定し、それぞれ
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の抗体の結合能について再度検討する必要がある。また、個体によって抗体価に大
きく差が見られたことから、体長、体重および雌雄を記録した上で個体差が生じる
要因を調べることが必要である。 
 
第四節 液性獲得免疫関連遺伝子解析 
 
 脊椎動物において報告されている液性獲得免疫関連遺伝子である TCR 遺伝子、
CD3遺伝子およびMHC class II遺伝子はドチザメにおいても存在が確認された。
一方で、ゾウギンザメと同様に本研究ではドチザメの CD4遺伝子を発見すること
ができなかった。以上の結果から、軟骨魚類は他の脊椎動物とは異なる液性獲得免
疫のメカニズムを持っている可能性が示唆された。これまで硬骨魚類以上の脊椎動
物ではこれらの液性獲得免疫関連遺伝子が共通して保存されていると考えられて
きたが、2011年には大西洋マダラ（Gadus morhua）がMHC class II 遺伝子およ
び CD4遺伝子を欠いていることが明らかになった 46。大西洋マダラはMHC class 
II遺伝子およびCD4遺伝子を欠いている代わりに、MHC class I遺伝子およびToll
様受容体（Toll-like receptor: TLR）遺伝子のコピー数が他の生物に比べて拡大し
ており、これらの遺伝子が液性獲得免疫の成立に重要な役割を担っていることが示
唆されている。また、大西洋マダラを含むタラ科のゲノム解析によって、タラ科に
おけるMHC class II 遺伝子の欠落が 1億年前に起きたことが明らかになっている
47。軟骨魚類ではMHC class II遺伝子は報告されているものの、CD4遺伝子は
NCBIデータベース上に報告されていない。以上のことから、タラ科と同様、他の
遺伝子が CD4遺伝子に代わる役割を果たしている可能性について検討する必要が
ある。  
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第五節 総合考察 
 
ドチザメでは免疫による抗体価の上昇が見られなかったが、非免疫ドチザメ血清
中 IgMは多様な抗原に対して結合を示した。また、ゾウギンザメと同様 CD4遺伝
子を見つけることができなかった。以上のことから、ドチザメは他の脊椎動物とは
異なる液性獲得免疫のメカニズムを持っており、抗体価の上昇が起こりにくい代わ
りに多様な抗体をあらかじめ血清中に保有している可能性が示唆された。今後、
CD4遺伝子が欠落した軟骨魚類の液性獲得免疫がどの様にして機能しているのか
追究する必要がある。免疫による軟骨魚類の IgMおよび IgNARの抗体価上昇に関
する研究および軟骨魚類における液性獲得免疫関連遺伝子の探索はこれまでも行
われてきたが、同じ魚種でこれら二つの研究が報告されているのはコモリザメのみ
である 42,48,49。軟骨魚類の液性獲得免疫に関する知見を増やすため、今後複数の魚
種を用いて免疫および液性獲得免疫関連遺伝子の探索が行われることが期待され
る。また、IgNARはファージディスプレイライブラリー法を用いた人工抗体作製
の素材として多くの研究が進められており、実際に卵白リゾチウムや Viral 
hemorrhagic septicemia virus（VHSV）を認識する IgNARの単離が行われてい
る 50,51。一方で、血清中の濃度が低い IgWについては、液性獲得免疫においてど
のような役割を果たしているかまだ明らかになっていない。今後、軟骨魚類特有の
液性獲得免疫関連分子が持つ役割について調査を進めることで、獲得免疫系を含む
免疫応答の起源、並びに獲得免疫系の進化に関する知見が深まると考えられる。 
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